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      B：蛋白質立体構造予測ソフト PDAMS（日本 SGI）を使って AFP1 蛋白質の












従来の pGEX6P-1 ベクター（GE Healthcare）を用い
た方法（23）での AFP1 蛋白質生産量は，培養 1 リッ
トルあたり最大でも 50 μg 程度と生産量が低く，解
析研究に用いる十分量が得られなかった．また，酵
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Buffer （8 M Urea, 20 mM Sodium Phosphate, 500 mM 
NaCl, pH 7.8）を十分に送液したカラムに菌体破砕
液を添加し，AFP1 蛋白質をカラム樹脂に結合させ
た．カラムを洗浄の後， Denaturing Elution Buffer （1 
M Imidazole , 8 M Urea, 500 mM NaCl, 50 mM Tris-
HCl, pH 7.0）にて AFP1 蛋白質をカラムから溶出
させた．蛋白質の立体構造再生方法を用いない場
合は，AFP1 蛋白質は透析膜 Spectra/Por （Spectrum 
Laboratories, MWCO:3,500） を 使 用 し， 外 液 を 2
リットルの超純水にて一昼夜透析した後 , Microcon 








2. 2）よりカラムから溶出した AFP1 蛋白質画分
を，400 mM アルギニンと尿素を含む 50 mM Tris-
HCl （pH 7.0）溶液を外液として以下の通り透析し
た．400 mM アルギニンを含む外液中の尿素濃度を，
8 M から 4 M，2 M，1 M，0 M と順次下げたものと
交換しながら透析を継続し，0 M になった段階で 2 
mM の還元型グルタチオンと 0.2 mM の酸化型グル
タチオンを含む外液に交換し，一昼夜透析を行った．











AFP1 蛋白質発現株の培養方法は PL Expression 
System （Invitrogen）の説明書に従った．また，宿主
大腸菌の液体培養は RMG 培地（培地 1 リットルに
つき，Na2HPO4 6 g, KH2PO4 3 g, NaCl 0.5 g, NH4Cl 1 g, 
Casamino Acids 20 g, Glucose 5 g, MgCl2 0.203 g）に終
濃度 100 μg/ml の Ampicillin を添加して 30℃で 180 
rpm にて振とう培養を行い，595 nm における吸光度
が 0.5 になった段階で AFP1 蛋白質の発現誘導のた






を用い付属手順書に従った．菌体に Guanidine Lysis 
Buffer （6 M Guanidine Hydrochloride, 20 mM Sodium 
Phosphate, 500 mM NaCl, pH 7.8） を 加 え 凍 結・ 融
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albicans CAI4，また，イネいもち病菌 Magnaporthe 
oryzae Guy11 を使用した．C. albicans CAI4 は千葉大







用する AFP1 蛋白質は雑菌を不活化するために 90℃
にて 10 分間加熱処理を行ったものを試験に供した．




カンジダC. albicans CAI4 の生育には Potato dextrose 
broth （Difco）を 1/2 に希釈した培地を用いた．96
穴マイクロプレート（丸底）のウェルに菌溶液の
OD600 が 0.001 となるように調製した培地溶液を 80 
μl 加え，定められた濃度の AFP1 蛋白質溶液を 20 
μl 添加し，同時にウリジン（和光純薬）を 25 μg/ml
になるように添加し，30℃にて静置培養を行った．
対照区は AFP1 蛋白質溶液の代わりに滅菌水 20 μl
を加えたものとした．吸光度測定直前には毎回 30
秒の攪拌を行った．マイクロプレートリーダーにて




イネいもち病菌 M. oryzae Guy11 の生育には Potato 
dextrose broth を 1/2 に希釈した培地を用いた．96 穴
マイクロプレート（平底）のウェルに 2 × 104 胞
子 /ml となるように調製した培地溶液を 80 μl 加え，
定められた濃度の AFP1 蛋白質溶液を 20 μl 添加し
25℃にて静置培養を行った．対照区は AFP1 蛋白質
溶液の代わりに滅菌水 20 μl を加えたものとした．
マイクロプレートリーダーにて各ウェルの吸光度
（OD595 値）を 1 時間毎に測定して生育の指標とし，








を試みた．この時のグルタチオンは還元型 2 mM と
酸化型 5 mM を混合したものを用いた．AFP1 蛋白
質画分を 4 倍に希釈した後，生成した沈殿を除去し，
溶媒を 50 mM Tris-HCl （pH 9.2）溶液に置換した．
・立体構造再生処理した蛋白質からの AFP1 蛋白
質の分離方法
50 mM Tris-HCl （pH 9.2）で平衡化した HiTrap Q 
sepharose 5 ml カラム（GE Healthcare）を用いて，同
じく 50 mM Tris-HCl （pH 9.2）で平衡化した AFP1









3. Tricine SDS-PAGE と
　 Western-blot 解析
Tricine SDS-PAGE は，Schagger と Jagow の方法に
従い，2- メルカプトエタノールによる還元条件に
て 15% のポリアクリルアミドゲルを用いて行った




ターゼが結合した Goat Anti-Rabbit IgG:AP （Stressgen 
Biotechnologies）を用いた．検出にはアルカリホス





図 2　陰イオン交換クロマトグラフィーによる活性型 AFP1 の分離
注）A：陰イオン交換クロマトグラフィーのチャート．画分 1 および画分 2 はバーで示した範囲の試料を回収した．点線は溶液中の NaCl の割合を示す．
　　B：画分 1 と画分 2 の蛋白質の SDS-PAGE の結果．M は分子量マーカー， 1，2 はそれぞれ画分 1，画分 2 の蛋白質試料．
　　C：画分 1 と画分 2 の蛋白質の AFP1 抗体を用いたウエスタンブロットの結果．M は分子量マーカー，1，2 はそれぞれ画分 1，画分 2 の蛋白質試料．





















る IC50 値は常に 5 μg/ml 以上であり，カラシナ種子
から単離・精製した天然の AFP1 蛋白質の IC50 値で






























表 1　アルギニンおよびグルタチオンを処理した活性型 AFP1（画分 2）の回収量
注）アルギニンは 400 mM, グルタチオンは酸化型 5 mM と還元型 2 mM の混合．
　　画分 2 の回収量は，培養 1 リットルあたりの AFP1 蛋白質の回収量（μg）を示す．
処理区 アルギニン グルタチオン 画分 2回収量（μg）
1 － － 167
2 － ＋ 144
3 ＋ － 211




から NaCl により溶出される画分（画分 2）の 2 つ
の異なる画分の両方から AFP1 蛋白質が確認された．
また，図 2 に示したように，画分 1 の AFP1 蛋白質
はカンジダに対する IC50 値が 10 μg/ml 以上であっ
たが，画分 2 の AFP1 蛋白質は IC50 値 0.58 μg/ml で













終的に得られた活性型 AFP1 蛋白質（図 2 における
画分 2）について定量を行った（表 1）．表 1 の結果
より，アルギニンとグルタチオンを共に加えた処理
区 4 が最も高い活性型 AFP1 蛋白質の回収量を示し，
無添加の処理区 1 と比較しておよそ 2 倍の回収量で
あった．この回収量は，従来の pGEX6P-1 ベクター
を用いた方法（23）の 7 倍を上回る値であった． 
4. 精製 AFP1 蛋白質のイネいもち病菌に対
する抗菌活性の特性
カンジダに強い抗菌活性を示した画分 2 の AFP1
蛋白質を用いて，イネいもち病菌に対する抗菌活性
の測定を行った．その結果，精製した AFP1 蛋白質
のイネいもち病菌に対する IC50 値は 2.1 μg/ml であ






























　　　　注）A：AFP1 無添加　B：AFP1 添加（5 μg/ml）







（写真 1），最終的な AFP1 蛋白質の生産量も発現量
を反映したものではなかった．析出および沈殿した









る方法では，カンジダに対する IC50 は 2.6 μg/ml と
天然 AFP1 蛋白質の 2.5 μg/ml と同等であったが，
pLEX ベクターを用いた当初の精製工程で得られた
AFP1 蛋白質の IC50 値は生産ロットごとに安定せず，









図 2 の画分 1 の AFP1 蛋白質は 10 μg/ml でもカンジ
ダに抗菌活性を示さなかったが，画分 2 は IC50 値
が 0.58 μg/ml と強い抗菌活性を示した．また，画分
















AFP1 蛋白質を含む画分 2 の回収量が増え（表 1），
筆者らがそれまで行っていた pGEX6P-1 ベクターを
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Refolding Procedure of Antifungal AFP1 Protein, a Defensin 
of Brassicaceae Plants, from Inclusion Bodies Expressed in 
Escherichia coli
Yoshiyuki Sagehashi*1, Takashi Tochihara*2, Motoshige Kawata*3, 
Hiroaki Takaku*4 and Osamu Yatou*5
Summary
A defensin AFP1 （Antifungal peptide-1） from Brassicaceae plants exhibited antifungal activity against pathogenic 
filamentous fungi, such as a rice pathogen Magnaporthe oryzae.  Although AFP1 from seeds exhibited high antifungal 
activity against M. oryzae, it is hard to collect AFP1 from seeds for large scale.  We conducted the heterologous 
production of AFP1 using the Escherichia coli expression system, which is an economical and fast procedure for 
producing AFP1.  Because antimicrobial activity of the defensin inhibited the growth of the host E. coli, we tried to 
product the protein in inclusion bodies in the host. However, the resultant protein showed no antifungal activity due to 
the incorrect tertiary structure.  The correct tertiary structure in AFP1 is kept by the four disulfide bonds inside the AFP1 
molecule. In this study, arginine and glutathione as refolding enhancers could recover the tertiary structure from the 
inclusion bodies. Finally, using anion-exchange chromatography, we separated successfully the AFP1 protein exhibiting 
antifungal activity as native AFP1. 
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